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It is shown in the article that low molecular weight degradation products of peptidoglycans of bacterial 
walls possess high immunotropic activity and can stimulate evolutionarily fixed mechanisms of immune 
response. It is proposed to obtain low molecular weight fragments of peptidoglycans of cell walls of Lacto-
bacillus acidophilus K 3111 – muropeptides. Fragmentation was carried out by combining physical and 
enzymatic methods of disintegration. As a physical factor of influence, an ultrasonic treatment was used, as 
enzymatic factor, a treatment with proteases of digestive, plant and microbial origin was used. These en-
zymes have a significant range of substrate specificity and can catalyze the specific binding of peptidogly-
cans to bacterial walls. The regularities of ultrasonic disintegration of Lactobacillus acidophilus K 311 has 
been investigated in the article. The rational conditions of ultrasonic disintegration are the treatment of 
biomass at a frequency of 35 kHz for 600 seconds. Under these conditions, the maximum amount of amino 
acids is accumulated in the disintegrate and the integrity of most bacterial cells is violated. The regularities 
of the enzymolysis of peptidoglycans of cell walls of Lactobacillus acidophilus K 3111 by pancreatin, papa-
in and protosubtilin has been determined. It has been shown that ultrasonic disintegration, which precedes 
enzymatic hydrolysis, contributes to a significant increase in the content of low molecular weight peptides in 
hydrolysates by almost 50%. The expediency of using an enzyme of plant origin papain for enzymatic frag-
mentation of peptidoglycan is substantiated. When the ratio of the enzyme (papain): substrate 1: 200 and 
the duration of the process for 180 minutes, the highest content of low molecular weight peptides in hydrol-
ysates (6.6 mg/cm3) is achieved. It is proved that the target compounds muropeptides are contained in the 
products of enzymatic hydrolysis, the content of muropeptides reaches 38% of the total amount of low mo-
lecular weight peptides at the hydrolysis by papain, 31% –by pancreatin and 23% – by protosubtilin. 
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Отримання та характеристика продуктів деструкції пептидоглікану 
Lactobacillus acidophilus K 3111 
 
А.І. Капустян, Н.К. Черно 
 
Одеська національна академія харчових технологій, м. Одеса, Україна 
 
Показано, що низькомолекулярні продукти деструкції пептидогліканів бактеріальних стінок володіють високою імунотроп-
ною активністю та здатні стимулювати еволюційно закріплені механізми імунної відповіді. Запропоновано отримання низькомо-
лекулярних фрагментів пептидогліканів клітинних стінок Lactobacillus acidophilus K 3111 – муропептидів. Фрагментацію здійсню-
вали комбінуванням фізичних та ензиматичних методів дезінтеграції. У якості фізичного фактору впливу застосовували ультраз-
вукову обробку, ензиматичного – обробку протеазами травного, рослинного та мікробіального походження. Дані ферменти воло-
діють значним ареалом субстратної специфічності та здатні каталізувати специфічні зв’язки пептидогліканів бактеріальних 
стінок. Досліджено закономірності ультразвукової дезінтеграції Lactobacillus acidophilus K 311. Встановлено, що раціональними 
умовами ультразвукової дезінтеграції є обробка біомаси за частоти 35 кГц протягом 600 с. За цих умов у дезінтеграті накопичу-
ється максимальна кількість амінокислот та порушується цілісність більшості бактеріальних клітин. Визначено закономірності 
ферментолізу пептидогліканів клітинних стінок Lactobacillus acidophilus K 3111 панкреатином, папаїном та протосубтиліном. 
Показано, що ультразвукова дезінтеграція, яка передує ферментативному гідролізу, сприяє суттєвому, майже на 50%, зростан-
Науковий вісник ЛНУВМБ імені С.З. Ґжицького, 2018, т 20, № 85 
Scientific Messenger LNUVMB, 2018, vol. 20, no 85 
142 
ню вмісту низькомолекулярних пептидів у ферментолізатах. Обгрунтовано доцільність використання ферменту рослинного 
походження папаїну для ензиматичної фрагментації пептидоглікану. При співвідношенні фермент (папаїн): субстрат 1:200 та 
тривалості процесу протягом 180 хв, досягається найбільший вміст низькомолекулярних пептидів у ферментолізатах 
(6,6 мг/см3). Доведено, що у складі продуктів ферментолізу містяться цільові сполуки – муропептиди, вміст яких сягає 38% від 
загальної кількості низькомолекулярних пептидів при ферментолізі папаїном, 31% – панкреатином та 23% – протосубтиліном. 
 
Ключові слова: пептидоглікан, муропептиди, дезінтеграція, ультразвук, ферментативний гідроліз. 
 
Вступ 
 
Загальновідомою проблемою сучасності є збіль-
шення випадків застудних та інфекційних захворю-
вань серед населення. Стан здоров’я населення бага-
тьох країн світу значно пригнічується під впливом 
антропогенних та соціальних факторів. Створення та 
впровадження ефективних превентивних заходів є 
необхідним для подолання цієї глобальної проблеми. 
Важливою є нутрітивна підтримка населення, а саме, 
введення в раціон функціональної їжі з вмістом функ-
ціонально-фізіологічних імунотропних інгредієнтів, 
здатних сприяти підвищенню опірності організму до 
різноманітних захворювань. 
Перспективним та доцільним є використання у 
якості імунотропних харчових інгредієнтів продуктів 
деградації пептидогліканів клітинних стінок пробіо-
тичних бактерій – низькомолекулярних муропептидів 
(Kapustyan and Cherno, 2015; Cherno and Kapustyan, 
2016). Фрагменти пептидоглікану здатні проникати 
через кишечний бар’єр (Vavricka, 2004), стимулюючи 
еволюційно закріплені механізми імунної відповіді. 
Розщеплений пептидоглікан транспортується всере-
дину клітин і розпізнається цитоплазматичними реце-
пторами (Nod 1 і Nod 2). Після активації ці молекули 
викликають внутрішньоклітинні сигнали, які приво-
дять до активації транскрипційних відповідей, куль-
мінацією яких є експресія запальних генів (Traub et 
al., 2006; Kawai and Akira, 2010; Qingshan et al., 2012; 
Matsui et al., 2014). Структури пептидоглікану, що 
розпізнаються рецепторами Nod 1 та Nod 2 зображено 
на рис 1.  
 Рис. 1. Структури що розпізнаються рецепторами 
Nod 1 та Nod 2 (Kawai and Akira, 2010) 
 
Досить складним є питання деструкції бактерій, 
особливо грампозитивних. Клітинні стінки мікроор-
ганізмів надзвичайно стійкі до дії деградуючих фак-
торів. Роль основного захисного бар’єру виконує 
пептидоглікан, доля якого й визначає міцність бакте-
ріальних клітин (Chapot-Chartier and Kulakauskas, 
2014). Тому актуальним є розроблення доступних та 
простих у реалізації способів деструкції пептидоглі-
канів клітинних стінок пробіотичних культур з метою 
отримання їхніх біологічно активних фрагментів. 
Деструкцію клітинних стінок мікроорганізмів 
здійснюють застосовуючи фізичні, хімічні, біохімічні 
або комбіновані методи впливу. Більшість відомих 
методів отримання муропептидів (Senchenko et al., 
2005; Gavrilin et al., 2007;  Matsumoto et al., 2009; 
Regulski, 2012; Ku¨hner et al., 2014) досить складні у 
виконанні, особливо у промислових масштабах. Вони 
є багатостадійними, із застосуванням специфічних та 
високовартісних реагентів. Як правило, для отриман-
ня структурних компонентів пептидогліканів регуля-
рної будови, застосовують комбінацію фізичних та 
ензиматичних методів впливу (Matsumoto et al., 2009; 
Regulski, 2012; Ku¨hner et al., 2014), причому із фізич-
них методів дезінтеграції бактеріальних клітин вико-
ристовують переважно ультразвукову обробку   
(Livinskaya et al., 2011). Для ензиматичного каталізу 
специфічних зв’язків пептидоглікану (рис. 2), як пра-
вило, використовують протеази, мурамідази, або їхню 
комбінацію (Senchenko et al., 2005; Gavrilin et al., 
2007;  Matsumoto et al., 2009; Regulski, 2012; Ku¨hner 
et al., 2014). У якості протеаз найчастіше застосову-
ють травні ферменти: пепсин, трипсин, хімотрипсин 
або комплексний ферментний препарат панкреатин. У 
якості мурамідаз застосовують лізоцим, або мутанолі-
зин, який є метаболітом Streptomyces globisporus 
ATCC 21553. 
Враховуючи складність структури пептидогліканів 
(рис. 2), доцільним є використання для їхньої частко-
вої деструкції більш широкого спектру протеаз із 
залученням, окрім травних, рослинних і мікробних 
протеолітичних ферментів, що володіють більш знач-
ним ареалом субстратної специфічності (Yakubke and 
Eshkide, 1985; Golovach et al., 2008; Ovsyannikova and 
Komarova, 2012; Geiger et al., 2017). 
У представленій роботі розглянуто можливість 
отримання імунотропних фрагментів пептидогліканів 
клітинних стінок лактобацил, шляхом застосування 
процесів ультразвукової обробки та ферментолізу 
протеазами не тільки травного, а й рослинного та 
мікробіального походження. Комбінування вказаних 
методів дезінтеграції мікробних клітин може сприяти 
більш глибокому гідролізу пептидогліканів їхніх клі-
тинних стінок, що дозволить збільшити вихід цільо-
вих імунотропних муропептидів. Окрім того, багатос-
тадійний процес очищення цільових компонентів 
запропоновано здійснювати шляхом застосування 
іонообмінної хроматографії, що дозволить значно 
скоротити стадійність та тривалість загального проце-
су отримання імунотропних муропептидів. 
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 Рис. 2. Структурна організація пептидоглікану бактеріальних стінок 
 
Мета роботи – отримання та характеристики ни-
зькомолекулярних фрагментів пептидогліканів 
Lactobacillus acidophilus K 3111 – муропептидів, шля-
хом дезінтеграції із залученням ультразвукової обро-
бки та ферментолізу протеазами травного, рослинного 
та мікробіального походження.  
Завдання досліджень: 
1. дослідити закономірності ультразвукової дез-
інтеграції Lactobacillus acidophilus K 3111; 
2. дослідити закономірності ферментолізу пеп-
тидогліканів клітинних стінок Lactobacillus 
acidophilus K 3111 панкреатином, папаїном та прото-
субтиліном; 
3. надати характеристику отриманих низькомо-
лекулярних продуктів деструкції пептидогліканів. 
 
Матеріал та методи досліджень 
 
Для досліджень використовували біомасу (БМ) 
Lactobacillus acidophilus K 3111 із колекції НВП «Арі-
адна», м. Одеса із концентрацією 7ꞏ109 КУО/см3.     
Виділення клітин з культуральної рідини здійснювали 
шляхом центрифугування протягом 15 хв при                  
8000 хв-1. Осад клітин відмивали дистильованою во-
дою та ресуспендували. Для ультразвукової дезінтег-
рації використовували суспензію клітин Lactobacillus 
acidophilus K 3111 у дистильованій воді з вмістом 
сухих речовин 4,78 ± 0,02%. Джерело ультразвуку – 
ультразвукові ванни ПСБ-1335-05 із робочою часто-
тою 25, 35 та 40 кГц, тривалість обробки варіювали в 
інтервалі 60–900 с.  
Ферментативну деструкцію клітинних стінок біо-
маси здійснювали обробкою панкреатином із протео-
літичною активністю 370 Од/г, протосубтиліном Г20х 
із активністю 70 Од/г, папаїном із активністю 
10 Од/мг. Постійними параметрами гідролізу були 
температура 37 °С та рН = 7,4. Варіювали співвідно-
шення фермент: субстрат (вміст сухих речовин БМ) у 
діапазоні від 1 : 50 до 1 : 300 та тривалість інкубації 
реакційної суміші – 10–300 хв. Ферментоліз зупиняли 
екстреним нагріванням до температури 100 °С, суміш 
охолоджували, відокремлювали рідку фазу від твердої 
шляхом центрифугування протягом 10 хв при               
8000 хв-1. 
У рідкий фазі контролювали вміст вільних аміно-
кислот методом формольного титрування (Semak et 
al., 2007). Вміст низькомолекулярних пептидів (НМП) 
визначали методом Бенедикта (Semak et al., 2007) 
після осадження високомолекулярних білків 10% 
розчином трихлороцтової кислоти (ТХО), (адже відо-
мо, що пептиди з молекулярною масою до 1500 Да не 
осаджуються розчинами ТХО) та наступної іонооб-
мінній хроматографії з використанням катіоніту КУ-2 
з метою позбавлених від нейтральних цукрів, органі-
чних кислот, продуктів метаболізму. Вміст муропеп-
тидів у складі НМП визначали Антроновим методом 
(Morris, 1948).  
 Паралельно визначали відповідні параметри для 
контрольних зразків – ферментолізатів Lactobacillus 
acidophilus K 3111, які не піддавали попередній ульт-
развуковій обробці. 
 
Результати та їх обговорення 
 
Пробіотичні бактерії належать до грампозитивних 
мікроорганізмів, доля пептидоглікану в яких сягає 
70% від їхньої загальної маси, що робить їх надзви-
чайно стійкими до впливу деградуючих факторів. 
Тому для порушення анатомічної цілісності клітин-
них оболонок Lactobacillus acidophilus K 3111 здійс-
нено серію дослідів із застосуванням ультразвуку, 
який є найбільш ефективним фізичним способом 
первинної деструкції мікроорганізмів (Livinskaya et 
al., 2011). Одним із найбільш простих та доступних 
методів детекції ступеня дезінтеграції мікробних клі-
тин є визначення динаміки накопичення вільних амі-
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нокислот у складі дезінтеграту (Shaphaev et al., 2015). 
На рис. 3 зображено залежність накопичення останніх 
від умов ультразвукової обробки. 
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Тривалість ультразвукової обробки, с
Ко
нц
ен
тра
ція
 ам
іно
кис
ло
т, м
г/с
м3
25 кГц 35 кГц 40 кГц  Рис. 3. Залежність накопичення амінокислот у  
дезінтегратах Lactobacillus acidophilus K 3111  
від частоти та тривалості ультразвукової обробки 
 
Виходячи з даних, наведених на рис. 3, за зростан-
ням накопичення амінокислот у дезінтегратах, можна 
констатувати, що дезінтегруючий вплив ультразвуку 
на бактеріальні клітини має місце при всіх варіаціях 
частоти ультразвуку. Збільшення вмісту амінокислот 
у дезінтегратах при обробці ультразвуком в інтервалі 
часу 60–600 с носить лінійний характер. Із подальшим 
збільшенням тривалості ультразвукової обробки, 
вміст амінокислот у дезінтегратах збільшується не-
суттєво. Найбільш вагомий дезінтегруючий вплив 
ультразвуку на клітинні оболонки Lactobacillus 
acidophilus K 3111 має місце за обробки частотою 
40 кГц протягом 900 с, при цьому у дезінтеграті нако-
пичується максимальна кількість амінокислот. Нако-
пичення вільних амінокислот у реакційному середо-
вищі за обробки частотою 35 кГц протягом 900 с 
всього на 5%, а протягом 600 с – на 7% менше, ніж 
при обробці ультразвуком за частоти 40 кГц протягом 
900 с. Отже, раціональною є обробка суспензії 
Lactobacillus acidophilus K 3111 ультразвуком за час-
тоти 35 кГц протягом 600 с.  
Для подальшої деструкції пептидогліканів клітин-
них стінок лактобацил, із метою отримання їхніх ни-
зькомолекулярних фрагментів муропептидів, здійс-
нювали їхній ферментативний гідроліз. Паралельно 
проводили ферментоліз пептидогліканів зразків, які 
не піддавали ультразвуковій обробці. Для досягнення 
максимальної глибини гідролізу пептидоглікану, за-
стосовували серію протеаз із широким ареалом суб-
стратної специфічності. У якості травних протеаз 
використовували панкреатин, у якості протеаз мікро-
біального походження – протосубтилін, рослинного 
походження – папаїн. У ферментолізатах контролю-
вали накопичення кількості НМП з молекулярною 
масою до 1500 Да, адже відомо, що саме такі пептиди 
володіють високою імунотропною активністю (Traub 
et al., 2006; Cherno and Kapustyan, 2016). На рис. 4 
представлено залежність накопичення НМП від виду 
протеази, тривалості ферментолізу та типу субстрату 
(нативні клітини Lactobacillus acidophilus K 3111 та 
пептидогліканів після ультразвукової обробки бакте-
рій. 
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Рис.4. Залежність накопичення НМП у ферментолізатах Lactobacillus acidophilus K 3111 від виду протеази та 
тривалості ферментолізу (при співвідношенні фермент:субстрат 1:100):  
а) ферментоліз ультразвукового дезінтеграту Lactobacillus acidophilus K 3111;  
б) ферментоліз Lactobacillus acidophilus K 3111 без попередньої ультразвукової обробки 
 
Аналізуючи дані рис. 4 можна зробити висновок, 
що ефективність ферментолізу різними видами проте-
аз протеогліканів клітинних стінок  бактерій, що були 
піддані ульразвуковій обробці, в аспекті накопичення 
НМП є беззаперечною, порівняно з ферментолізом 
протеогліканів нативних клітин Lactobacillus 
acidophilus K 3111. Так, накопичення НМП у реакцій-
ному середовищі при ферментолізі протеогліканів 
бактерій підданих ультразвуковій обробці папаїном ≈ 
на 55% більше, ніж при ферментолізі таких нативних 
клітин цим же ферментом, панкреатином – ≈ на 46% 
більше, протосубтиліном – ≈ на 52% більше. При 
порівнянні кількості НМП у ферментолізатах ультра-
звукових дезінтегратів різними протеазами можна 
зробити висновок, що найбільш ефективним є засто-
сування папаїну, оскільки при цьому накопичується  
найбільша кількість – 6,4 мг/см3 НМП у реакційному 
середовищі, що на 25% більше, ніж за обробки пан-
креатином, та на 27% більше, ніж за обробки прото-
субтиліном. 
Такий характер ферментолізу різними протеазами 
можна пояснити характером їхньої субстратної спе-
цифічності. Так, папаїн може гідролізувати пептидні 
зв’язки пептидоглікану клітинних стінок бактерій, що 
утворені лізином та гліцином, які домінують у струк-
турі пептидоглікану (рис. 2). Щодо панкреатину, до 
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складу якого входять протеази трипсин та хімотрип-
син, та субтиліну – їхня субстратна специфічность 
дещо вища, ніж у папаїну, тому і ймовірність гідролі-
зу специфічних зв’язків у складі пептидоглікану мен-
ша, що й підтверджується результатами досліджень.  
На наступному етапі досліджень визначали залеж-
ність накопичення НМП у ферментолізатах 
Lactobacillus acidophilus K 3111 від вмісту ферменту у 
реакційному середовищі (тривалість інкубації склада-
ла 180 хв) (рис. 5).  
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Результати експериментів свідчать про те, що най-
більший вміст НМП у середовищах ферментолізатів 
різних протеаз досягається із застосуванням неодна-
кових концентрацій ферментів у реакційних сумішах. 
Так, найбільший вміст НМП у ферментолізаті, отри-
маному з використанням папаїну має місце при спів-
відношенні фермент : субстрат 1 : 200 та складає 
6,6 мг/см3; із використанням панкреатину – при спів-
відношенні фермент : субстрат 1 : 100 та складає 
4,5 мг/см3; із використанням протосубтиліну – при 
співвідношенні фермент : субстрат 1 : 150 та складає 
4,2 мг/см3. При цьому тенденція у превалюванні вміс-
ту НМП у ферментолізатах, отриманих із використан-
ням папаїну зберігається.  
Із метою наочної демонстрації ефективності за-
пропонованих методів дезінтеграції лактобацил, залу-
чено методи мікроскопії. На рис. 6 зображено мікро-
фотографії мікробних клітин до та після ультразвуко-
вої обробки за частоти 35 кГц протягом 600 с, а також 
після ферментолізу протеоглікана бактерій, що підда-
вали ультразвуковій обробці, папаїном при співвід-
ношенні фермент : субстрат 1 : 200 та тривалості про-
цесу 180 хв. 
 
 Рис. 6. Мікрофотографії Lactobacillus acidophilus K 3111: 
а) нативні клітни; б) після обробки ультразвуком протягом 600 с за частоти 3 кГц; в) після ферментолізу  
ультразвукового дезінтеграту папаїном при співвідношенні фермент:субстрат 1 : 100 та тривалості 180 хв 
 
Мікрофотографії на рис. 6 дозволяють констатува-
ти ефективність обраних методів та режимів деструк-
ції. На рис. 6а представлено контрольний зразок – 
нативні клітини Lactobacillus acidophilus K 3111, які 
мають чіткий контур та строго визначену форму. 
Стан біомаси на рис. 6 б вже різко відрізняється від 
контрольного зразка, порушено цілісність основної 
маси бактеріальних клітин. Отже, застосування ульт-
развукової дезінтеграції створило передумови для 
більш ефективного ферментативного гідролізу пепти-
догліканів клітинних стінок, оскільки зовнішня захи-
сна оболонка бактерій є значною перепоною для кон-
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такту активних центрів ферментів зі специфічним 
субстратом, що підтверджується результатами дослі-
джень, наведеними на рис. 4 а,б. Після ферментолізу 
(рис. 6в) залишаються одиниці не пошкоджених ззов-
ні клітин, але й не здатних до колонієутворення. 
Після проведення серії дослідів, в яких проводили 
детекцію НМП у складі дезінтегратів бактеріальних 
клітин, доцільним було проводення дослідженнь що-
до ідентифікації муропептидів у їх складі. Наявність 
сполук муропептидного ряду визначали за реакцією з 
Антроновим реагентом, яка базується на тому, що 
вуглеводна частина муропептидів (мурамова кислота 
та N-ацетилглюкозамін) за допомогою концентрова-
ної сульфатної кислоти перетворюється на фурфурол 
або його похідні, які шляхом конденсації з реагентом 
Антрона утворюють сполуки зеленого кольору. Ці 
маніпуляції виконували зі зразками, які раніше підда-
вали іонообмінній хроматографії, з метою позбавлен-
ня від нейтральних вуглеводів, які можуть перешко-
джати чистоті експерименту.  
Таким чином встановлено, що у складі ферменто-
лізату, отриманому з використанням папаїну при 
співвідношенні фермент : субстрат 1:200 вміст муро-
пептидів складає 38% від загального вмісту НМП, із 
використанням панкреатину при співвідношенні фер-
мент : субстрат 1:100 – 31%; із використанням прото-
субтиліну при співвідношенні фермент : субстрат 
1:150 – 23%. 
 
Висновки 
 
Досліджено закономірності ультразвукової дезін-
теграції Lactobacillus acidophilus K 311. Встановлено, 
що раціональними умовами обробки біомаси є: часто-
та 35 кГц, термін експозиції 600 с  Визначено законо-
мірності ферментолізу пептидогліканів клітинних 
стінок Lactobacillus acidophilus K 3111 панкреатином, 
папаїном та протосубтиліном. Показано, що  ультраз-
вукова дезінтеграція, яка передує ферментативному 
гідролізу, сприяє суттєвому, майже на 50%, зростан-
ню вмісту НМП у ферментолізатах. Обгрунтовано 
доцільність використання ферменту рослинного по-
ходження папаїну для ензиматичної  фрагментації 
 пептидоглікану. При співвідношенні фермент (папа-
їн) : субстрат 1 : 200 та тривалості процесу протягом 
180 хв досягається найбільший вміст НМП у фермен-
толізатах (6,6 мг/см3). Доведено, що у складі продук-
тів ферментолізу містяться цільові сполуки – муропе-
птиди, вміст яких сягає 38% від загальної кількості 
 НМП при ферментолізі папаїном, 31% – панкреати-
ном та 23% – протосубтиліном. 
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